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Abstract
Ihe purpose ofctytoxiciry test is to asscss the roxic efect of a subslance direcrly ro rhe tissue culhrre.
MTT assay is an assay on microplate rvhich need no cells rransfers_'lhe method may be used for evaluating
prolileralion and clotoxicity of a substance on cells in a quick. sensirive, and semiautomative manner
without radioactive isotop. l he assay is based on the abiliry ofliving cells lo reduce the yellow soluble j14,j,
dimethylthiazol-2-yl) 2,5di-phenylielrazolium bronide (MTT) sahs ro purple,blu€ insolubte formazan which
involves the enym€s of endoplasmic reticulum and n;tochondria. The number of viable c€lls is rherefore
measurable as lhc concenrration of the solubiliz€d formazan measured by a spectrophoromeler.
Abstrak
Uji sitoroksisiras dilakukarr unruk mengerahui efek sualu bahan secara tangsmg terhadap iaringan datam
kultur sel. Esei MII adalah suatu es€i pada mikroplar yang iidak 'nemerlukan transfer sel. tjji ioi dapat
digunakan untuk mengukur proliferasi dan sitotoksisiras terhadap sel. Ujinya cukup sensitif. cepat,
semiotomalis, dan tidak menggunakan radioisolop. Uji ini berdasar kemampuan sel hid p urnrk mereduksi
gararn l-(4,5'dimethylihiazol-2-yl),2.5-di-phenyl-relrrzolium bro ide (MTT) yane berwama kuning dan
Iarul 'nenjadi endapan formazan yang b€rwama biru ungu dan iidak larur. Reduksi garam terazolium terjadi
intrasel dan melibaikan enzim dari retikulum endoplasma dan mitokondria. Dengan demikianjurntah sel yang
hidup dapat diukur sebagai konsentrasi hasil produk MTT yang diukw dengan spektrofotometer_
Temu llrniah KPPIKG XII
trt \tntuksat^ DenEan Eret MrT
Pendahuluan
Uii sitotoksisitas adalah bagian dan
eraluasi biologik bahan kedokteran gigi dan
dip€rlukan untuk prosedur skrining yang
:randard. I ujuan uji ini adalah urtuk
nengetahui ef'ek toksik suatu bahan secara
.angsung terhadap kultur jaringan. Ada
herbagai metoda untuk menilai sitotoksisitas
luaru bahan antara lain esei MTT, agar
,)\erla]. filter molekul, pembebasan isotop
irlrmium. dan m€toda pewamaan eksklust
Jengan tr}pan blue.
Esei MI I' menggunakan mikroplat 96-
iumur. sehingga dapat diukur banyak sampel
i3da saat ]ang sarna. Dcngan demikian dapal
:nenglemat waktu, tenaga, dan dana.
Keuntungan lain adalah merode ini tidak
:nenggunakan isotop radioaktif, dan tidak
nemerlukan transfer sel. Esei MTT dapat
JrgLrnakan untuk mengukur jumlah sel
<h rgpa dapat drgunakf i  unluL uJl
. r .  l e ' a . l  -  J l r  . i o t o k . r r i t a . .  ' " ' i
Prda makalah ini akan dibahas dasar. metoda
rr. dan contoh aplikasi esei M] 1 pada ujr
.rk toksisitas.
Dasar Esei MTT
Esei MTT didasarkan pada kemampuan
\el hidup untuk mereduksi garam MTT yang
:enrama kuning dan larut menjadi formazan
rmg benvama biru-ungu dan tidak larul.
Redulisi garam t€trazolium terjadi inhaselulcr
:nen) angkut enzim succinic dehidrogenase
lari mitokondria.'' Namun Berridge mem-
:ultikan bahwa reduksi terutama melibatkair
enzim retikulum endoplasma yang bergan-
tung pada NADH, sedangkan cnzim mito-
Liondria hanya berperan dalam porsi yang
i e c i l . ! l
Selanjutnya produk formaTan dilarutkan
lalam pelarut. dan intensitas wama diukur
l.ogan spektrofotometer. Ijntuk mengukur
:nrensitas wama digunakan pembaca mikro-
ilar 96-sumur yang biasa digunakan untuk
FI lSA. Jumlah formazan yang dihasilkan
lan kemudian diukur setelah dilarutkan.
berbanding secara proporsional dengan
jumlah sel,rjr walaupur absorbansi absolut
herheda antara berhagai galur sel. Malin
pelar qamanla. makin t inggi ni lai absor-
bansin-va, dan ini berartj makin banyak
jumlah selnya.
Alat, Bahan, dan Metoda f,sei MTT
Alat yang diperlukan adalah inkubator
unluk lultur.el. pembara milroplat (n/c/o
pldte readet), mikropipet multichannel, tip
kuning (f?/Iolr t,pr). Bahan yang diperlukan
adalah MTT (Sigma). salin, pelarut dimetil-
sulfoksid (DMSO), atau sodium dodesil sulfal
(SDS). MTT dilarutkan dalam salin dengan
konsentrasi 5 mg/ml dalam salin, kemudian
disteril dengan filter^ 0,22 lrm. Selanjutnya
disimpan dalam -20"C sampai waktu akan
digunakan. Bila menggunakan SDS, dibual
larutan SDS 200/o dalam akuades.
Sel dikultur ke dalam setiap sumur
mikoplat 96-sumur sampai konfluen dan
diberi perlakuan yang akan diuji. Setetah
waktu yang dit€ntukan. ke dalam setiap
sumur dimasukkan 20 pl MTT 5 rng/ml.
Masa inkubasi MTT yang terbaik adalah
selama 4 jam pada suhu 370C.' Selanjuhya
lbrmazan yang terbentuk dilarutkan dalam
pelarul dan absorbansinya diukur dengan
pembaca mikroplat.
Esei MT'l' dapat dilakukan dengan
menggunakan mikoplat 96-sumur, sehingga
dapat diukur banyak sarnpel pada saat yang
bersamaan. dan metoda menjadi semiolo-
matis. Hasilnya diukur pada mikroplat ter-
sebut tanpa perlu memindahkan cairan dan
diukur dengan pembaca mikroplal.
Selain menggunakan mikoplat 96-su-
mur yang hanya dapat menampung volume
cairan sedikit (300p1), dapat pula digunakan
wadah kultur lain yang lebih besar, seperti
plat 24 sumur sehingga didapat jumlah cairan
yang lebih banyak. Sumumya lebih besar dan
mikoplat 96-sumur dan dapa! diisi cairan
Inedium alau pelarul sebanyak I ml. aara ini
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digunakan oleh Kan dkl.' M€todenya sama
dengan pada mikroplat 96-sumur, namun
cairan pelarut diambil dan dimasukkan ke
dalam kuv€t, kemudian diukur d€ngan spek-
trofbtometer LiV-Vis biasa. (lara ini m€m€r-
lukan waktu yang lebih lama daripada cara
yang sebelumnya. Dapat pula sejumlah kecil
(150-200 frl) larutan formazan dipindahkan
ke dalam sumur mikoplat 96-sumur dan
diukur dengan p€mbaca mikoplat.'"
Bahan Pelarut Endapan Formazan
Bahan pelarut tbrmazan yang Pertama
kali digunakan adalah asam isopropil alko-
hol.r Namun beberapa penelitian men)atakan
bahwa nilai absorbansi bahan pelarut asam
isopropil alkohol seperti pada metoda Mos_
mann kurang maksinal- Van de Loosdrecht
dkk.a rnembandingkan pelarut propanol de-
ngan DMSO unnrk melarutkan endapan for_
mazan. Pada grup pertama endapan formazan
dilarutkan dengan 100 pl isopropil alkohol
yang diasamkan dengan 0,04 N HCI dalam ke
dalam setiap sumur seperti metoda Mosmann.
HCI digunakan untuk mengubah wama
phenol red pada medirun menjadi kuning
sehingga tidak mengganggu pada pengukuran
di 540 nrn. Kelarutan dicapai setelah 3-5 kali
pipet ing dan ditaruh di alas sr.rl"r \elama l5
menit. Pada grup kedua, supernatan atau
medium diaspirasi dari sumur. Selanjutnya
kistal formazan dilarutkan dalam 150 lrl
DMSO ditambah 25 pl glisin. Kelamtan
dicapai dengan shaker sela':.a 5-15 menit
Hasil menunjukkan bahwa pelarut DMSo
memberi nilai absorbansi hampir 2 kali nilai
yang dihasilkan oleh propanol.
Penggunaan asam isopropil alkohol un_
tuk pelarul endapan fonnazan yang tidak
memuaskan juga dinyatakan oleh Carmichael
dkk.r Bahan pelarut DMSO dan minyak
mineral memberi karakteristik absorpsi yang
lebih baik dibanding asam isopropil alkohol.r
Selain itu juga ditemukan paniang gelombang
)ang paling lepat unlul pengulwan absor
bansi bergantung pelarut yang diguukan dan
faktor kelekatan sel terhadap subshat. Bila
semua medium diaspirasi dari kulnf sel yang
melekat pada substrat dan digunakan DMSO
sebagai pelarut. l. maksimlrm adalah 570 nm.
Sedangkan bila tidak semua medium dibuang
pada sel yang tidak melekat pada substrat, l,
maksimum adalah 540 ffn. Bila digunakan
p€larut minyak mineral untuk s€l yang me-
lekat. maka plat didiamkan semalam pada
400C sebelum diukur pada padang gelom-
bang 570 nm.
Berridge menggunakan tysing bufer
SlrS untuk melarutkan formazan.' Setelah
diberi SDS. sel didiamkan scmalam atau
segera dicampur dengan pipet multicharmel
untuk melarutkan fomazan. Gelembung uda-
ra yang terbentr* dibuang dengan pengering
rambut sebelum pengukutan absorbansi pada
570 nm.
Esei MTT Untuk Uji Sitotoksisitas
Untuk membuktikan hal yang telah
dipublikasikan di atas, penulis melzrkukan
beberapa percobaan dengan hasil sebagai
berikut. Pertama dilakukan uji untuk melihat
hubungan ilai absorbansi denganjumlah sel.
Sel primer fibroblast gingiva dikultur dalam
mikoplat 96-sumur Jumlah sel dihitung
dengan trypan blue seb€lum ditanam dalam
sumur-sumur mikroplat dalam jumlah sel
yang berbeda. Setelah diinkubasi selama
semalam. dan dianggap sel telah m€l€kat
pada dasar sumur. dilakukan esei MTl dan
diukur absorbansinya. Sebagai p€larut
formazan digunakan SDS 20% sebanyak 50
pl yang dimasukkan ke setiap sumur dan
didian*an semalam. Hasilnya menunjukkan
nilai absorbansi yang proporsional dengan
jumlah sel.
Juhbn r.t(llooot
Gambar L Grafik memperlihalkan hubungan ilai
absorbansi densanjunlah sel. Sel yang
digunakan adalah sel primer fibroblast
gingiva. Pelarut formazan adalah SDS
20ol. yang didiamkan semalam. Abso-
bans; diukur dcngan pembaca
mikoplai pada panjang gelombaDg
570 run dikurangi 690 nm. Hubungan
linjer tampak padajumlah sel lebih dari
8.700 kc atas. Sementara hubungan
nenjadi tidak linier pada jmlah sel
yang lebih r€ndah. Dara diambil dari 3
peng'ulangan.
Selanjutnya esei MTT digunakan dalam
Jji silotoksisitas suatu bahan. Berikut adalah
uii sitotoksisitas bahan alami obat tradisional
getah jarak (Jatropha curcas). Setelah sel
Frimer fibroblast gingiva tumbuh konfluen
lada dasar sumur, medium diganti dan
li|ambah-kan berbagai konsentrasi getah
rarah. Hasil menunjukkan penurunan nilai
lbsorbansi bila konsenFasi getah meningkat.
rrr rtatokstntd\ t).nladr,:rct MTT
(ia'nbar 2. crafik menunj*kan abso$ansi ese,
MTT dari sel prnner fibroblasr
gingjva pada uji sitoioksisitas getah
Jarak. Pelarui formazan yang digulla-
kan adalah sDS 20oo dan absorbansi
diukur pada panjang selombang s40
nJn. Tarnpal penmnan abso'bahi
bila konsentrasi setah ja.ak mening-
kar. Pada konsentrasi getah 0,62
mg/ml medium. nilai absorbansi
menjadi 0 dan dapal dikatakan ridak
ada lagi sel yang hidup Masing-
masing nilai berasal dari 3 peng-
ulangan.
Dari hasil percobaan diaras terluhar
bahwa esei MTT dapat digunakan untul
mengukur jumlah sel dan memperlihatkan
korelasi yang baik antara absorbansi spek-
trofotometri dengan jumlah sel. Karena itu
esei M | | ddpal digunal.rn untul uji
sitotoksisitas. Dasamva adalah garam tetm-
zolium (M]l) yang larul dan berwama ku-
ning direduksi oleh enzim sel yang hidup
menjadi kistal tbrmazan yang ridak larut dan
herwama biru. ProduL reduksi ini (emudian
diukur dengan spektrofotometri. Makin pekat
warrnnya, makin tinggi nilai absorbansinya.
dan ini  berani maLin banlakjumlah celnya.
Dari bcrbagai pelarut yang dapar dipilih
untuli melarutkan endapan formazan. tampak-
nya DMSO memberi nilai absorbansi terting-
gi. Namun dengan DMSO semua medium
harus diangkat untuk mendapat nilai yang
maksimum. Pada beberapa keadaan misalnya
bahan uji yang mengendap seperti getah
jarak. pengambilan semua medium dapat
mengangkat sel yang lekat pada substrat
sehingga hasil pengukuran tidak akurat.
Dengan demikian dalam hal ini lebih baik
dipilil metoda yang tidak memerlukan peng-
amb;lan medium lang dapar mengaspirasi
sel. seperti penggunaan Sl)S- Namun pelarut
harus didian*an semalam scbelum diukur
absorbansin)a. Nilai absorbansinya tidak
setinggi dengan DMSO, tetapi telap propor-
sional dengan jumlah sel sep€rti vang lampak
pada Gambar I dan 2.
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Kesimpulan
Beberapa peneliti telah membanding-
kan metode esei MTT untuk pengukuran
jurnlah sel dengan metoda lain, dan
menyatakan bahwa metoda MTT mem-
punyai keunggulan disamping beberapa
kelemahan. Kelebihannya adalah dapat
dibuat semiotomatis, valid, tidak memet-
lukan transfer sel, dan tidak menggrma-
kan radioisotop.la Kelemahannya antara
lain nilai absorbansi absolut tidak sama
pada berbagai galur sel' sehingga sebaik-
nya dilakukan uii pendahuluan dan per-
bandingan dengarr uj i  si lololsisi las lain'
nya
Dengan demikian dapat disimPukan
bahwa dengan beberapa kelemahan MTT,
esei kolorinretti M'l'l' memberi metode
yang sirnpel. valid, dan cepat untuk
menilai jumlah sel.
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